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(57) Abstract: The invention relates to a nucleic acid sequence according to SEQ ID NO: 1 or to its derivative or fragment or the 
O variants of the nucleic acid sequence according to SEQ ID NO: 1 or to a derivative or fragment of the variants, which codes a polypep- 

Otide with the biological activity of an arbutin synthesis, and to a polypeptide coded by these nucleic acid sequences. The invention 
K also relates to a method for producing the inventive polypeptides and to a method for producing glycosides. 
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Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes, und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erhldrungen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder reguldren Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft eine Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID NO:l oder deren Derivat 
oder Fragment oder die Variante der Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID NO: 1 oder ein Derivat oder Fragment der Variante, codie- 
rend ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer Arbutin-Synthase sowie ein von diesen Nukleinsauresequenzen codiertes 
Polypeptid. Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung der erflndungsgemaBen Polypeptide sowie ein Verfahren zur 
Herstellung von Glykosiden. 
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Neue Glykosyltransferase, ihre Herstellung und Verwendung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID NO:l oder deren 
10 Deri vat oder Fragment oder die Variante der Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID NO: 1 oder ein 
Derivat oder Fragment der Variante, codierend ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat 
einer Arbutin-Synthase sowie ein von diesen Nukleinsauresequenzen codiertes Polypeptid. Die 
Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen Polypeptide 
sowie ein Verfahren zur Herstellung von Glykosiden. 

15 

Glykosyltransferasen sind wichtige Enzyme in pflanzlichen Zellen, wo sie fur die Entgiftung der 
Zelle verantwortlich sind z.B. durch Uberfuhrung toxischer Verbindungen in gut akkumulierbare 
vakuolare kompartimentierte Glykoside. Das Glykosid Arbutin ist im Pflanzenreich 
insbesondere verbreitet in Ericaceae, z.B in der Barentraube Arctostaphylos uva-ursi und der 

20 Preiselbeere Vaccinium vitis-idaea, in Saxifragaceae z.B. Bergenia crassifolia, aber auch in 
Chimaphila umbellata (Walddolde), Origanum major ana (Majoran) oder Blattern des 
Birnbaums. Wegen seiner antibakteriellen Wirkung wird es z.B. in Form von Teeaufgiissen bei 
Entziindungen der Harnwege eingesetzt. Das Glykosid ist auch in der Lage, das Enzym 
Tyrosinase, welches einen wichtigen Schritt in der Melaninbiosynthese katalysiert, in vivo zu 

25 inhibieren. Das Glykosid ist von biotechnologischem Interesse, da es in Japan in betrachtlicher 
Menge (1-2 t pro Jahr) in kosmetischen Zubereitungen aufgrund seiner hautaufhellenden 
Wirkung, bedingt durch die Inhibierung der Melaninbiosynthese, verwendet wird. Wahrend im 
europaischen Markt die Arbutin enthaltenden Zubereitungen vorwiegend bei Altersflecken, 
Leberflecken oder Sommersprossen eingesetzt werden, sollen im asiatischen Markt die 

30 Schonheitsideale einer hellen makellosen Haut durch ganzkorperliche Behandlung mit Arbutin 
enthaltenden Zubereitungen erreicht werden; vgl. Blume G., Teichmiiller E. ? Orndorff S., (1999), 
SOFW- Journal 2/3, 20-24. 

Glykosid ist die Sammelbezeichnung fur eine umfangreiche Gruppe von Pflanzenstoffen und 
35 synthetetischen Verbindungen, die aus ein oder mehreren Kohlenhydraten (Mono- bzw. 
Oligosaccharide) und ein oder mehreren Aglykonen, d.h. Nichtzuckern, bestehen. In den 
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Glykosiden ist das Aglykon, das auch Genin genannt wird, durch ein Sauerstoff-Atom in einer 
hier glykosidischen Bindung genannten Ether-Bindung an ein Halbacetal-C-Atom des 
Kohlenhydrats gebunden. 

5 Die Herstellung und Aufreinigung von Arbutin durch Isolierung aus den genannten Arbutin 
enthaltenden Pflanzen oder durch Umsetzung von Hydrochinon mittels Pfanzenzellen ist 
bekannt; vgl. z.B. Lutterbach R., Stockigt J., (1992), High yield formation of arbutin from 
hydrochinon by cell-suspension cultures of Rauwolfia serpentina, Helv. Chim. Acta, 75, 2009 - 
2011. Allerdings haben diese Verfahren groBe Nachteile: Da Arbutin ein intrazellulares Produkt 

10 ist, ist die Aufreinigung mit enormem Aufwand verbunden und die Ausbeute niedrig. Daneben 
konnen aus Pflanzen nur naturlich vorkommende Glykoside wie z.B. Arbutin erhalten werden. 
Es besteht aber ein groBer Bedarf an gezielt hergestellten neuen Glykosiden. Enzymatische in- 
vzYro- Verfahren zur Herstellung von Glykosiden sind ublicherweise auf Alkylglycoside 
beschrankt und zeigen fur aromatische Glykoside sehr geringe Ausbeuten, die geringer als 10% 

15 betragen; vgl. Vic G., Thomas D., Crout D.H.G., (1997), Solvent effect on enzyme-catalyzed 
synthesis of p-D-glucosides using the reverse hydrolysis method: Application to the preparative- 
scale synthesis of 2-hydroxybenzyl and octyl p-D-glucopyranosides. Enzyme Microb. Technol 
20:597-603; Vic G., Biton J., Le Beller D., Michel J.M., Thomas D., (1995), Enzymatic 
glucosylation of hydrophobic alcohols in organic medium by the reverse hydrolysis reaction 

20 using almond-P-D-glucosidase. Biotechnol Bioeng. 46:109-1 16. 

Ein weiteres Herstellungsverfahren von Glykosiden besteht in der chemischen Darstellung von 
Glykosiden ausgehend von ungeschutzten Zuckern. Das chemische Herstellungsverfahren ftihrt 
aber ublicherweise zu unspezifischen Gemischen aus ein- und mehrfach alkylierten Zuckern, so 
25 dafi die Einfuhrung und Entfernung von Schutzgruppen notwendig ist, wenn ein bestimmtes 
Produkt gezielt synthetisiert werden soil. Durch die Verwendung aktivierter Derivate wie 
Alkohol-HCl entstehen haufig unerwiinschte Nebenprodukte, welche die Umwelt belasten, die 
Aufarbeitung erschweren und die Ausbeuten des gewtinschten Produkts vermindern. 

30 Es besteht somit der Bedarf nach einem effizienten und einfachen Herstellungsverfahren fur 
Glykoside. Ferner besteht ein Bedarf nach einem Herstellungsverfahren fur eine 
Glykosyltransferase, die zur Herstellung der Glykoside verwendet werden kann. 
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Die Aufgabe der vorliegenden Erfmdung wird durch den in den Patentanspriichen defmierten 
Gegenstand gelost 

Der hier verwendete Ausdruck "Variante" bezeichnet ein zu einer ersten Nukleinsauresequenz 
5 homologes Gen. Homolog bedeutet, daB das Gen allelisch sein kann. Homolog bedeutet ferner, 
daB das Gen aus einer anderen Species stammen kann, das von diesem Gen codierte Polypeptid 
aber die gleiche biologische Aktivitat besitzt wie das von der ersten Nukleinsauresequenz 
codierte Polypeptid. 

10 Der hier verwendete Ausdruck "Derivat" bezeichnet eine Nukleinsaure- oder 
Aminosauresequenz, die durch Modifikation von einer anderen Sequenz abgeleitet ist. Die 
Modifikation umfafit die Deletion, Addition, Substitution, Insertion oder Inversion von 
Nukleotiden bzw. Aminosauren an einer oder mehreren Stellen der anderen Sequenz. 

15 Der hier verwendete Ausdruck "Fragment" bezeichnet ein durch Deletion an einer oder mehreren 
Stellen erzeugtes Teilstuck einer Nukleinsaure- oder Aminosauresequenz. 

Der hier verwendete Ausdruck "hybridisieren" umfafit stringente und wenig stringente 
Hybridisierungsbedingungen, wie sie z.B. in Sambrook et al., Molecular Cloning, Cold Spring 
20 Harbour Laboratory (1989), ISBN 0-87969-309-6 beschrieben sind. Ein Beispiel fur stringente 
Hybridisierungsbedingungen ist: Hybridisierung in 4 x SSC bei 65°C mit anschliefienden 2-3 
Waschschritten in 0,1 x SSC bei 65°C fur insgesamt etwa eine Stunde. Ein Beispiel fur wenig 
stringente Hybridisierungsbedingungen ist: Hybridisierung in 4 x SSC bei 37° C, gefolgt von 2-3 
Waschritten in 1 x SSC bei Raumtemperatur. 

25 

Der hier verwendete Ausdruck "Vektor" bezeichnet natiirlich vorkommende oder kiinstlich 
hergestellte Konstrukte zur Aufhahme, Vermehrung, Expression oder Uberfuhrung von 
Nukleinsauren, z.B. Plasmide, Phagemide, Cosmide, kiinstliche Chromosomen, Bakteriophagen, 
Viren oder Retroviren. 

30 

Der hier verwendete Ausdruck "Transformation" oder "transformieren" bezeichnet jegliche 
Uberfuhrung einer Nukleinsauresequenz in eine Zelle. Die Uberfuhrung kann z.B. eine 
Transfektion oder Lipofektion sein oder durch das Calcium- Verfahren oder Elektroschock- 
Verfahren durchgefflhrt werden. Der Ausdruck bezeichnet daher nicht nur das Verfahren, das 
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ublicherweise unter dem Begriff Transformation verstanden wird. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Figuren erlautert. 

5 Figur 1 ist eine schematische Wachstumskurve, die die Toleranz von rekombinanten E. coli 
(transformiert mit der erfmdungsgemafien Glykosyltransferase-cDNA) gegeniiber Hydrochinon 
in der Kulturbriihe darstellt. Die gestrichelte Linie (—■---) zeigt das Wachstum von 
rekombinanten E. coli in Gegenwart von Hydrochinon, die durchgezogene Linie ( — ♦ — ) zeigt 
das Wachstum von rekombinanten E. coli ohne Hydrochinon. HQ bedeutet Hydrochinon. 
10 OD600 bedeutet optische Dichte bei 600 nm. 

Figur 2 ist eine schematische Darstellung der Arbutin-Synthase-Ausbeute, die mit 
rekombinanten E. coli (transformiert mit der erfmdungsgemafien Glykosyltransferase-cDNA) 
erzielt wurde. 

15 

Die vorliegende Erfindung betrifft Glykosyltransferasen, besonders Glucosyltransferasen, 
insbesondere Arbutin-Synthasen. Ein Aspekt der Erfindung betrifft eine Nukleinsauresequenz, 
die ein Polypeptid codiert, das in Rauwolfia serpentina die Umsetzung von Hydrochinon und 
Glucose zu Arbutin katalysiert. Eine erfmdungsgemafie Nukleinsauresequenz ist in SEQ ID 

20 NO:l aufgefuhrt. Ferner betrifft die Erfindung die Derivate oder Fragmente der 
Nukleinsauresequenz gemafi SEQ ID NO:l. Ferner betrifft die Erfindung die Varianten der 
Nukleinsauresequenz gemafi SEQ ID NO:l, die ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat 
einer Arbutin-Synthase codieren. Ein weiterer Aspekt betrifft Derivate und Fragmente der 
Varianten der Nukleinsauresequenz gemafi SEQ ID NO:l, solange die Derivate und Fragmente 

25 ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer Arbutin-Synthase codieren. Besonders 
betrifft die Erfindung die Nukleinsauresequenzen der Varianten und deren Derivate und 
Fragmente, die mit der erfmdungsgemafien Nukleinsauresequenz hybridisieren. Die 
Hybridisierung kann unter stringenten bis zu weniger stringenten Bedingungen durchgeflihrt 
werden. 

30 

Varianten der erfmdungsgemafien Nukleinsauresequenz, die ein Polypeptid mit der biologischen 
Aktivitat einer Arbutin-Synthase codieren, konnen aus alien Organismen stammen. Die 
Varianten konnen insbesondere aus Rauwolfia serpentina, aus Ericaceae z.B aus der Barentraube 
Arctostaphylos uva-ursi und der Preiselbeere Vaccinium vitis-idaea, aus Saxifragaceae z.B. aus 
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Bergenia crassifolia, aus Chimaphila umbellata (Walddolde), aus Origanum majorana 
(Majoran) oder aus dem Birnbaum stammen. Ferner betrifft die Erfindung Derivate und 
Fragmente der Varianten. 

5 Die erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen konnen natiirlichen Ursprungs oder synthetisch 
hergestellt worden sein. Die erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen konnen z.B. zur 
Identifizierung und Isolierung von zur Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID NO:l homologen 
Genen in anderen Organismen oder von homologen Genen in Rauwolfia serpentina mit Hilfe 
von Hybridisierungs- oder Screening-Verfahren verwendet werden, z.B. als Sonde fur das 
10 Screening in DNA-Bibliotheken. 

Die erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen konnen in Vektoren, z.B. Expressionsvektoren 
eingebaut werden, die dann in eine geeignete Wirtszelle iiberfuhrt werden. Die Zellen 
exprimieren dann das von einer oder mehreren der erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen 

15 codierte Polypeptid. Geeignete Wirtszellen konnen Mikroorganismen wie Bakterien, z.B. E. coli, 
oder Hefen, oder tierische Zellen, z.B. Insektenzellen, oder pflanzliche Zellen, z.B. Algen, sein. 
Die fur den Einbau der erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen und die Uberfuhrung in die 
Wirtszellen in Frage kommenden Vektoren sind dem Fachmann bekannt. Ferner konnen die 
erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen in das Genom der Wirtszellen durch homologe oder 

20 illegitime Rekombination mit Hilfe von Rekombinationselementen integriert sein. Die 
erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen konnen durch Modifikationen z.B. Substitution von 
bestimmten Nukleotiden an die jeweilige Wirtszelle angepaBt werden, urn eine fiir die Wirtszelle 
geeignete Expression zu gewahrleisten. 

25 Die Erfindung betrifft ferner die durch die erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen codierten 
und exprimierten Polypeptide. Besonders betrifft die Erfindung das Polypetid mit der 
Aminosauresequenz gemaB SEQ ED NO:2 oder dessen Derivat oder Fragment. Insbesondere 
betrifft die Erfindung Polypeptide, deren Aminosauresequenzen zur Aminosauresequenz gemaB 
SEQ ID NO:2 eine Identitat von 60% oder mehr besitzen. Bevorzugt sind Polypeptide mit einer 

30 Identitat von 80% oder mehr, insbesondere bevorzugt sind Polypeptide mit einer Identitat von 
90% oder mehr. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemaBen 
Polypeptide, umfassend die folgenden Verfahrensschritte: Geeignete Wirtszellen, z.B. 
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Mikroorganismen, tierische Zellen oder pflanzliche Zellen, werden mit einer oder mehreren der 
erfmdungsgemaBen Nukleinsauresequenzen transformiert. Die Nukleinsauresequenz kann in 
einen Expressionsvektor integriert sein, der nach der Transformation episomal in der Zelle 
vorliegt. Andererseits kann die Nukleinsauresequenz mit Transkriptionselementen funktional 
5 verbunden sein und nach Einflihrung in die Wirtszelle in das Genom integriert sein. Nach der 
Transformation der erfmdungsgemaBen Nukleinsauresequenz(en) wird die Zelle in einem 
entsprechenden Kulturmedium, das der Fachmann fur die jeweilige Wirtszelle im Stand der 
Technik leicht fmdet, kultiviert und vermehrt. 

10 Die transformierte Zelle kann ferner Selektionsmarker umfassen, die z.B. auf dem 
transformierten Vektor vorliegen konnen. Selektionsmarker konnen auch mit einer oder 
mehreren der erfmdungsgemaBen Nukleinsauresequenzen cotransformiert werden oder mit einer 
der Nukleinsauresequenzen zusammenhangen und ins Genom integrieren. Ferner konnen andere 
iiblicherweise verwendete Selektionsverfahren verwendet werden. 

15 

Nach Isolierung der vermehrten Zellen wird das von der erfmdungsgemaBen 
Nukleinsauresequenz codierte und exprimierte Polypeptid aus den Zellen durch iibliche 
Verfahren isoliert und aufgereinigt. 

20 Die erfmdungsgemaBen Polypeptide konnen zur Herstellung von Glykosiden verwendet werden. 
Die zur Herstellung der Glykoside verwendeten Aglykon-Substrate konnen Alkyl-, Cycloalkyl-, 
Cycloalkylalkyl-, Aralkyl- oder Arylalkohole mit 1 bis 26 C-Atomen und 0 bis 10 Heteroatomen 
sein, die unverzweigt oder verzweigt, einfach oder mehrfach ungesattigt sein konnen und 
Substituenten, z.B. Hydroxy-, Halogen- Amino- oder Nitro-Reste, am Kohlenstoffgeriist 

25 und/oder den Heteroatomen tragen konnen. Bevorzugte Aglykone sind aromatische Alkohole, 
z.B. Hydrochinon, Vanillin, p-Nitrophenol, B-Naphthol, Thymol, Methoxyphenol, Resorcin, 
Phenol, Hydroxyacetophenon, Niclosamid, Dimethoxymethylhydrochinon, Flavonoide, Flavone, 
Catechol, Catechine, Anthocyanidine, Gallussaure und Tannine. Besonders bevorzugt ist 
Hydrochinon. Die zur Herstellung der Glykoside verwendeten Kohlenhydrat-Substrate sind 

30 Zucker mit einer Halbacetal-bildenden Carbonylgruppe und mehreren Hydroxygruppen im 
Molekulrest. Bevorzugte Zucker sind Glucose, Fructose, Galactose, Mannose, Lactose und 
Maltose. Besonders bevorzugt ist Glucose. 
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Ferner konnen fur die Herstellung von Glykosiden verwendet werden a) Substrate, deren 
Toxizitat gegeniiber dem Wirtsorganismus fur eine in vivo Umsetzung (d.h. direkter Zusatz der 
Aglykone zur Kulturbruhe) zu hoch ist, b) Aglykone, die durch den verwendeten 
Wirtsorganismus selbst verstoffwechselt wiirden, c) Glykoside, die im Wirtsorganismus 
5 verandert oder abgebaut wiirden, bzw. toxisch wirken. 

Die Herstellung von Glykosiden, besonders von Glucosiden, kann sowohl in vivo als auch in 
vitro durchgeftihrt werden. Das erfindungsgemaBe Polypeptid kann nach Herstellung und 
Aufreinigung z.B. in einem ReaktionsgefaB auf ein oder mehrere Aglykone und ein oder mehrere 
10 Zucker einwirken. Andererseits kann der Zelle, die mit einer oder mehreren der 
erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen transformiert wurde, das Aglykon und 
gegenbenenfalls der Zucker ins Kulturmedium gegeben werden, so daB das Glykosid in der Zelle 
hergestellt wird. Bevorzugt ist ein Verfahren, bei dem das hergestellte Glykosid exkretiert wird, 
so daB es aus dem Kulturmedium isoliert werden kann. 

15 

Ferner konnen Glykoside unter Verwendung des erfindungsgemaBen Polypeptids in Matrix- 
fixiertem Zustand in einem "Eintopf-Verfahren" bzw. "one step process" zur 
Glykosidherstellung unter Erhalt der Enzymaktivitat in gebundener Form hergestellt werden. 
Dabei ist z.B. das erfindungsgemaBe Polypeptid iiber Chelatkomplexe an Metalle z.B. Nickel 
20 gebunden oder aufgrund anderer Bindungsprinzipie an eine Matrix gebunden. 

Die erfindungsgemaBen Polypeptide konnen durch Modifikation ihrer Aminosauresequenz 
substituiert, deletiert oder addiert sein. Die Modifikation kann durch iibliche Verfahren 
eingefuhrt werden, z.B. durch zielgerichtete Mutagenese {site directed mutagenesis) oder 
25 evolutives Proteindesign. Die Polypeptide konnen ferner ein verandertes pH- oder Temperatur- 
Optimum oder eine modifizierte Substratspezifitat besitzen. Durch die veranderte 
Substratspezifitat kann die Subtratakzeptanz variieren, so daB neuartige Glykoside hergestellt 
werden konnen. 

30 Die mit den erfindungsgemaBen Polypeptiden und/oder dem erfindungsgemaBen Verfahren 
hergestellten Glykoside konnen in kosmetischen oder pharmazeutischen Zubereitungen 
verwendet werden. 
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Beispiele: 

1. Isolierung und Aufreinigung der Glykosyltransferase 

5 Eine Zellsuspension von R. serpentina wurde in 1 1 Erlenmeyer-Kolben auf Linsmaier und 
Skoog Medium (Linsmeier E.M., Skoog F., (1965), Organic growth factor requirements of 
tabacco tissue cultures. Physiol. Plant 18:100-127) 10 Tage unter kontinuierlichem LichteinfluB 
(600 Lux) und Schiitteln (100 rpm) bei 24 °C kultiviert Nach Ernte der Zellen durch Filtration 
wurden die Zellen in fltissigem Stickstoff eingefroren und bei -26 °C gelagert. 

10 

Die Aufreinigungsschritte wurden alle bei 4°C durchgefiihrt. Zu 5,5 kg gefrorenen Zellen von 
Rauwolfia serpentina wurden 2,5 1 Puffer A (0,15 M Tris-HCl, 20 mM B-Mercaptoethanol 
(EtSH) pH 7,5) gegeben. Die Mischungs-Aliquots wurden je 1 min homogenisiert (Ultraturax), 
dann filtriert (cheese cloth). Die anfallende Losung wurde 30 min bei 10.000 x g zentrifugiert. 

15 Mit dem Protein im Uberstand (7,1 1) wurde eine fraktionierte (NH 4 ) 2 S0 4 -Fallung durchgefiihrt. 
Das bei 30-70 % (NH 4 ) 2 S0 4 gefallte Protein wurde nach 30 min Zentrifugation bei 10.000 x g 
gesammelt und in 500 ml Puffer A gelost und emeut zentrifugiert. Der Uberstand wurde zweimal 
8 Stunden gegen 10 1 Puffer B (20 mM Tris-HCl, 10 mM EtSH, pH 7,5) dialysiert. Nach 20 min 
Zentrifugation bei 10.000 x g und erneutem Losen des Prazipitats wurde eine losliche 

20 Proteinfraktion erhalten (750 ml, 7,4 mg/ml). 

Die erhaltene Proteinlosung wurde durch Anionenaustauscher-Chromatographie weiter 
aufgereinigt (Fluflrate 10 ml/min, fast-flow DEAE-Sepharose Saule 20,3 x 5 cm, Volumen von 
400 ml, XK50/30-Saule, Pharmacia), welche mit Puffer B equlibriert wurde. Nach Waschen der 
25 Saule mit einem Saulenvolumen (400 ml) Puffer B und einem Saulenvolumen 0,03 M KC1 in 
Puffer B wurde das Enzym mit einem linearen KCl-Gradienten (4 Saulenvolumen, 0,03-0,15 M 
KC1), hergestellt aus Puffer B und C (Puffer B mit 1 M KC1) eluiert. Die Enzymaktivitat wurde 
bei etwa 0,1 M KC1 gemessen. Fraktionen mit Transferaseaktivitat wurden gepoolt und fur den 
nachsten Aufreinigungsschritt durch Zugabe von (NH 4 ) 2 S0 4 auf 250 mM konzentriert. 

30 

Die so erhaltene Proteinlosung wurde mit einer FluBrate von 5 ml/min durch eine fast-flow 
Phenyl-Sepharose Saule (38 x 2,6 cm, Volumen von 200 ml, XK26/40-Saule, Pharmacia) 
gepumpt. Die Saule wurde mit Puffer D (Puffer B mit 250 mM (NH 4 ) 2 S0 4 ) equilibriert. Nach 
Waschen der Saule mit einem Saulenvolumen (200 ml) Puffer D wurde das Enzym mit einem 
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Gradienten von 250 bis 0 mM (NH 4 ) 2 S0 4 (aus Puffer D und B) eluiert. Die Fraktionen mit mehr 
als 9,86 nkat/mg wurden kombiniert (140 ml) und uber Nacht gegen 3 1 Puffer H (20 mM Tris- 
HC1, 10 mM EtSH, pH 7,5, 20% PEG 20.000) dialysiert (Restvolumen 1 ml). 

5 Die aufkonzentrierte Proteinlosung wurde mit Puffer E (10 mM K2HPO4/KH2PO4, 10 mM EtSH, 
pH 7,5) auf ein Volumen von 56 ml verdunnt und auf eine Macro-Prep™ Ceramic 
Hydroxylapatit (BioRad) Saule (1,5 x 1,6 cm, Volumen von 3 ml, XK16/20-Saule, Pharmacia) 
aufgegeben, die zuvor mit Puffer E equilibriert wurde. Nach Waschen der Saule mit sieben 
Saulenvo lumen (21 ml) Puffer E wurden die Proteine mit einem Kalium-Phosphat-Puffer- 
10 Gradienten (10 bis 400 mM, 35 Saulenvolumen, 105 ml) aus Puffer E und F (0,4 M 
K2HPO4/KH2PO4, 10 mM EtSH, pH 7,5) eluiert. Drei Fraktionen (15 ml) mit mehr als 4 nkat/mg 
wurden kombiniert und uber Nacht gegen 2 1 Puffer B dialysiert. 

Die dialysierte Enzymlosung (55 ml) wurde uber eine Mono P HR 5/20 Saule (Pharmacia) mit 
15 0,5 ml/min gepumpt, die zuvor mit Puffer B equilibriert wurde. Die Proteine wurden mit 30 ml 
Puffer G (Polybuffer 74, 1:20 verdunnt, 10 mM EtSH, pH 4,0) durch Aufspannen eines linearen 
pH-Gradienten von pH 7,5 bis 4,0 fraktioniert. Die Transferase- Aktivitat wurde bei einem pH- 
Wert von etwa 5,3 gemessen. 

20 TABELLE 1 



Schritt 


Volumen 


Gesamt- 
Protein 


Gesamt- 
Aktivitat 


Ruckge- 
winnung 


Spezifische 
Aktivitat 


Anreicherung 




ml 


mg 


nkat 


% 


nkat/mg 


x-fach 


Rohextrakt 


7100 


7650 


510 


100 


0,067 


1 


(NH4) 2 S0 4 
(30 - 70 %) 


750 


5520 


443 


86,6 


0,08 


1,2 


DEAE-Sepharose 


300 


340 


365 


71,6 


1,07 


16 


Phenyl-Sepharose 
Cl-4b 


140 


34 


120 


23,5 


3,53 


52,7 


Hydroxylapatit 


15 


2,9 


13,8 


2,7 


4,75 


70,1 


Mono P 


1,5 


0,095 


2,5 


0,5 


26,32 


390 
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2. Klonierung 

Gesamt-RNA aus R. serpentina wurde mit der Lithiumchlorid-Methode prapariert. Hierfur 
wurde 5 g in Stickstoff schockgefrorenes Gewebe in 15 ml Extraktionspuffer TLE (0,2 M Tris- 
5 HC1, 0,1 M LiCl, 5 mM EDTA, 1 % SDS) homogenisiert und mit 5 ml TLE-equilibriertem 
Phenol versetzt. Nach 10 sekundigem AufschluB im Ultraturax wurden 5 ml Chloroform 
zugesetzt und erneut homogenisiert. Die Losung wurde zur Zelllyse 20 min bei 50°C im 
Wasserbad inkubiert und anschlieBend 20 min bei 8.000 x g zentrifugiert. Die obere, wassrige 
Phase wurde abgezogen, in ein neues Zentrifugengefafl iiberfuhrt und so oft mit TLE-gesattigtem 
10 Phenol und Chloroform (je 5 ml) extrahiert, bis an der Grenzflache kein Protein mehr ausfiel. 
Als abschlieBender Schritt wurde nochmals mit 10 ml Chloroform extrahiert. Die abgetrennte 
wassrige Phase wurde nun mit einem Drittel ihres Volumens (ca. 5 ml) 8 M LiCl versetzt. Die 
Fallung der RNA erfolgte iiber Nacht bei 4°C. 

15 Durch 20 min Zentrifugation bei 30.000 x g und 4°C bildete sich ein glasiger Niederschlag, der 
mit 1 ml 2 M LiCl-Losung gewaschen und 5 min bei 8.000 x g und 4°C zentrifugiert wurde. Der 
Niederschlag wurde vorsichtig in 600 \x\ sterilem Wasser gelost, in ein ReaktionsgefaB iiberfuhrt 
und abermals mit 200 jlxI 8 M LiCl-Losung versetzt. Nach zweistundiger Inkubation bei 4°C 
wurde die RNA 20 min bei 15.000 x g und 4°C abzentrifugiert, der Niederschlag mit 2 M LiCl- 

20 Losung 5 min zentrifugiert, bei 15.000 x g bei 4°C gewaschen und anschlieBend in 200 \i\ 
sterilem Wasser gelost. 

AnschlieBend wurde eine einstundige Ethanolfallung bei -80°C nach Zugabe von 20 |al 3 M 
NaOAc und 550 \x\ Ethanol durchgefuhrt. Die nach 15 min Zentrifugieren bei 15.000 x g und 
25 4°C erhaltene RNA wurde in 100 \x\ sterilem Wasser gelost und der RNA-Gehalt bestimmt. 

Einzelstrangige cDNA, die in der PCR als Template verwendet werden sollte, lieB sich aus 
Gesamt-RNA Praparationen herstellen. Als RNA-abhangige DNA-Polymerase wurde M-MLV 
Reverse Transkriptase eingesetzt. 

30 

Reaktionsansatz der Reverse-Transkriptase-Reaktion: 

RNA (in max. 10 jal Wasser): 10 jag 

Oligo dT-Primer 1 1^1 
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5x Puffer 4 \xl 

DTT(0,1 M) 2 |Lil 

dNTP's (2mM) ' 2 \il 



5 Der Reaktionsansatz wurde fur 5 min auf 65°C erhitzt und dann auf 37°C abgekiihlt. Erst jetzt 
erfolgte die Zugabe von 1 jllI Enzymlosung (200 U), Die Reaktion verlief iiber eine Stunde bei 
37°C und wurde durch funfmimitiges Erhitzen auf 95°C gestoppt. Die cDNA wurde 
anschlieBend zur Amplifizierung eines Teils der Arbutin-Synthase-cDNA verwendet. Als Primer 
wurden degenerierte Oligonucleotide von den Peptidfragmenten 7b und 30 abgeleitet und 
10 synthetisiert. 



15 



20 



HGT 7b rev: 

5" -ATA IGC IAA IGC ATC ATT CTG ATT CTG-3' (SEQ ID NO:3) 
G G G G T G T 

HGT 30 for 

5^-TAC AG I CTI GCI GAA GGI ATA ATG GTN AA-3" (SEQ ID NO :4) 
T C T G C 

T 



Die Bedingungen der PCR waren wie folgt: 

dNTP-Mix (2 mM) 1 fil 

PCR-Puffer(lOx) 2 jil 

MgCl 2 -L6sung (50 mM) 1 j^l 

25 Primer (200 pmol/|Lil) je 1 )A 

cDNA 1 )al des RT-Ansatzes 

Ta^-Polymerase ( 1 0 U/j^l) 0,2 (il 

Wasser ad 20 jal 



30 Das amplifizierte Fragment wurde elektrophoretisch getrennt und aus dem Gel eluiert. Nach 
radioaktiver Markierung mit 32 P-ATP (Random Priming, Gibco) wurde das Fragment als Sonde 
zum Durchmustern einer cDNA-Bibliothek aus R. serpentina eingesetzt. Die cDNA-Bibliothek 
wurde von mRNA einer sechs Tage alten R. serpentina Zellkultur mit dem Lambda ZAP System 
der Firma Stratagene hergestellt. 
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Positive Klone wurden isoliert und sequenziert. Zur Expression der isolierten Klone in E. coli 
wurden zwei Vektoren verwendet. Das Plasmid pSE280 (Invitrogen) diente zur Expression des 
Enzyms ohne zusatzliche Aminosauren, der Vektor pQE60 (Qiagen) zur Produktion eines 
5 Fusionsproteins (6xHis-Tag). Zur Klonierung wurde die komplette kodierende Sequenz der 
cDNA uber PCR amplifiziert. Als Polymerase wurde die Vent-Polymerase (NEB) verwendet. 

Klonierung inpSE280: (Ncol und Xhol) 

Primer HGTpSErev: 5 ' -GACTCTCGAGTTATGTACTGGAAATTTTG- 3 ' (SEQ ID NO:5) 
10 Primer HGTpSEfor: 5 ' - C GAAAC C ATGGAG CAT AC AC C T C A C A - 3 " (SEQ ID NO:6) 

Bedingungen: 5 min 94°C; 30 Zyklen 94°C fur 1 min, 55°C fur 1,5 min, 72°C fur 2 min; 
abschlieBend 5 min 72°C. 

Klonierung in pQE60: ( Ncol und Bglll) 
15 Primer HGTpQE60rev: 5 " - CTTCGAGATCTTGTACTGGAAATTTTGTTC - 3 " (SEQ ID NO:7) 
Primer HGTpQE60 for: (wie HGTpSEfor) 

Bedingungen: 5 min 94°C; 5 Zyklen 94°C fur 1 min, 45°C fur 1,5 min, 72°C fur 2 min; 30 
Zyklen 94°C fur 1 min, 55°C fur 1,5 min, 72°C fur 2 min; abschlieBend 5 min 72°C. 

20 Die PCR-Produkte wurden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut und in die 
entsprechenden Vektoren ligiert. Transformation erfolgte in TOP 10-Zellen, bei pQE60 
zusatzlich in Ml 5 Zellen. 

3. Identitat zu bereits bekannten Glykosyltransferasen 

25 

Die Sequenzierung der Glykosyltransferase-cDNA ergab einen offenen Leserahmen von 1410 bp 
entsprechend 470 Aminosauren. Das errechnete Molekulargewicht betragt 51.791,05 Da, der 
berechnete pi 5,83. 

30 Identitatsvergleiche zu bekannten Aminosauresequenzen zeigten gegenuber anderen 
Glykosyltransferasen geringe Identitat. Die hochste Ubereinstimmungen betragen 60,435 % zu 
einer Glykosyltransferase aus Arabidopsis thaliana. Die Identitatsvergleiche wurden mit dem 
Similaritatsalgorithmus FASTA3_t (W.R. Pearson & DJ. Lipman, PNAS (1988), 85:2444-2448) 
(database: swall; Sequenzlange 470aa) durchgefuhrt. Identische Aminosauren sind sowohl 
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gleiche als auch solche mit ahnlichen Eigenschaften. 



TABELLE 2 



Enzym (Organismus) 


Peptid (aa) 


Identitat (%) 


UTP-GLUCOSE GLUCOSYLTRANSFERASE 
(ARABIDOPSIS THALIANA) 


464 


60.435 


FLAVONOL 3-O-GLUCOSYLTRANSFERASE 5 
(MANIHOT ESCULENT A) 


474 


41.139 


UTP-GLUCOSE GLUCOSYLTRANSFERASE 
LIKE PROTEIN 
(ARABIDOPSIS THALIANA) 


467 


43.041 


F9D12.4 PROTEIN. 
(ARABIDOPSIS THALIANA) 


458 


40.830 


PUTATIVE UTP-GLUCOSE 
GLUCOSYLTRANSFERASE 
(ARABIDOPSIS THALIANA) 


470 


41.489 


PUTATrVE UTP-GLUCOSE 
GLUCOSYLTRANSFERASE. 
ARABIDOPSIS THALIANA 


468 


38.248 


FLAVONOL 3-O-GLUCOSYLTRANSFERASE 1 
(MANIHOT ESCULENTA) 


452 


33.850 


ZEATIN O-GLUCOSYLTRANSFERASE. 
(PHASEOLUS LUNATUS) Q9ZSK5 


463 


31.749 


IMMEDIATE-EARLY SALICYLATE-INDUCED 

GLUCOSYLTRANSFERASE 

(NICOTIANA TABACUM) 


486 


29.630 



4. Mikrobielle Glykosidsynthese mit rekombinanten E. coli (integrierte Glykosyltransferase- 
cDNA). 

10 ToplO E. coli wurden mit dem Plasmid pSE280 in LB-Amp-Medium (1 1 Erlenmeyerkolben, 
Reaktionsvolumen von 200 ml, 40 h), in dem 200 mg/1 Hydrochinon vorlagen, bei verschiedenen 
Temperaturen (25°C, 30°C, 37°C) kultiviert. Das Wachstum des Mikroorganismus wurde durch 
die Gegenwart von Hydrochinon bei keiner der gewahlten Temperaturen eingeschrankt. Ebenso 
verhielt es sich beim Upscale in 50 1 Reaktoren mit Sauerstoff-, Ruhr- und pH-Wert-Kontrolle, 

15 wo auch weitaus hdhere Hydrochinonkonzentrationen von bis zu 10 % (w/w) toleriert wurden. 

Die E. coli Zellen TOP 10 (pSE280) als auch Ml 5 (pQE60) exkretierten das hergestellte Arbutin 
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ins Medium, in dem es mittels HPLC nachgewiesen wurden. Die Arbutin-Ausbeute betrug nach 
24 Stunden bis zu 42% und nach 35 Stunden bis zu 51%. Die maximalen Enzymaktivitaten 
betrugen bei E. coli M15 (pQE60) iiber 750 nkat/1. 

5 5. Synthese von Arbutin mittels Matrix-gebundener Arbutin-Synthase 

Die in E. coli Zellen Ml 5 (pQE60) produzierte Arbutinsynthase wurde auf einer Ni-NTA 
Superflow Saule (Volumen 2 ml) gebunden. Zugabe von Hydrochinon und UDP-Glucose 
variabler Konzentration in geeigneten Puffern ergab bei Raumtemperatur (23°C) und einer 
10 applizierten FluBrate von 3 ml/h eine Ausbeute von 100% Arbutin. Inaktiv gewordene Saul en 
konnen durch Lagerung in 100 mM TRIS-HC1 pH 7,5 und 10 mM Mercaptoethanol bei 4°C iiber 
einige Stunden problemlos wieder reaktiviert werden. 

6. Substratspezifitat 

15 

Die in Beispiel 4 aufgefuhrten rekombinanten E. coli wurden unter den gleichen Bedingungen 
wie in Beispiel 4 mit den in Tabelle 3 aufgefuhrten Substraten kultiviert. Die relative Aktivitat 
der Arbutin-Synthase fur die einzelnen Substrate ist in Tabelle 3 gezeigt. 

20 TABELLE 3 



Substrat 


Relative Aktivitat (%) 


Hydrochinon 


100 


Vanillin 


24.7 


p-Nitrophenol 


6.7 


B-Naphtol 


5.4 


Thymol 


4.6 


Methoxyphenol 


2.2 


Resorcin 


2.2 


Phenol 


1.2 



7. Messung der Arbutin-Synthase- Aktivitat 
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Das im Kulturmedium vorhandene Arbutin wurde mittels HPLC nachgewiesen. Die verwendete 
Saule war LiChro CART 250-4 mit LiChrospher 60 RP-select B (5 \im) von Merck KGaA. Das 
FlieBmittel (Acetonitril : H 2 0, 2 : 98 (v:v), pH 2,3 mit H3PO4 eingestellt) wurde isokratisch mit 
5 einer FluBrate von 2 ml/min iiber die Saule gepumpt. Die Retentionszeiten betrugen fur Arbutin 
3,0-3,8 und Hydrochinon 4,0-4,8. 
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Patentanspriiche 

1. Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID NO:l oder deren Derivat oder Fragment oder die 
Variante der Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID NO.l oder ein Derivat oder Fragment der 
Variante, codierend ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer Arbutin-Synthase. 

2. Nukleinsauresequenz nach Anspruch 1, wobei die Nukleinsauresequenz der Variante 
oder ein Derivat oder Fragment der Variante mit der Nukleinsauresequenz gemaB SEQ ID NO:l 
hybridisiert. 

3. Nukleinsauresequenz nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Nukleinsauresequenz der 
Variante oder ein Derivat oder Fragment der Variante mit der Nukleinsauresequenz gemaB SEQ 
ID NO:l unter stringenten Bedingungen hybridisiert. 

4. Nukleinsauresequenz nach einem der Anspniche 1 bis 3, wobei die Nukleinsauresequenz 
der Variante aus Rauwolfia serpentina, Ericaceae oder Saxifragaceae stammt 

5. Polypeptid, codiert von der Nukleinsauresequenz nach einem der Anspniche 1 bis 4. 

6. Polypeptid nach Anspruch 5, wobei das Polypeptid die Aminosauresequenz gemaB SEQ 
ID NO:2 oder dessen Derivat oder Fragment umfaBt. 

7. Polypeptid gemaB Anspruch 6, wobei die Aminosauresequenz des Polypeptids oder 
dessen Derivats oder Fragments zur Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO:2 eine Identitat von 
60 % oder mehr, oder von 80 % oder mehr, oder von 90 % oder mehr besitzt 

8. Vektor, umfassend eine Nukleinsauresequenz nach einem der Anspniche 1 bis 4. 

9. Transformierte Zelle, umfassend eine Nukleinsauresequenz nach einem der Anspniche 1 
bis 4 oder umfassend den Vektor nach Anspruch 8. 

10. Zelle nach Anspruch 9, wobei die Zelle ein Mikroorganismus oder eine pflanzliche oder 
eine tierische Zelle ist. 
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11. Zelle nach Anspruch 10, wobei der Mikroorganismus ein Bakterium oder eine Hefe, die 
pflanzliche Zelle eine Algenzelle und die tierische Zelle eine Insektenzelle ist. 

5 12. Zelle nach einem der Anspriiche 9 bis 11, wobei die Nukleinsauresequenz nach einem der 
Anspriiche 1 bis 4 stabil ins Genom integriert ist. 

13. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids nach einem der Anspriiche 5 bis 7, 
umfassend die Schritte: 

10 a) Transformieren einer Zelle mit einer Nukleinsauresequenz nach einem der 

Anspriiche 1 bis 4, 

b) Kultivieren und Vermehren der Zelle aus Schritt a), 

c) Isolieren der Zellen aus Schritt b), 

d) Isolieren des exprimierten Polypeptids nach einem der Anspriiche 5 bis 7 aus den 
15 Zellen aus Schritt c). 

14. Verfahren zur Herstellung von Glykosiden, dadurch gekennzeichnet, daB ein Polypeptid 
nach einem der Anspriiche 5 bis 7 auf ein oder mehrere alkoholische Substrate und ein oder 
mehrere Kohlenhydrate einwirkt. 

20 

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei das alkoholische Substrat ausgewahlt ist aus der 
Gruppe umfassend unverzweigte oder verzweigte, einfach oder mehrfach ungesattigte Alkyl-, 
Cycloalkyl-, Cycloalkylalkyl-, Aralkyl- oder Arylalkohole mit 1 bis 26 C-Atomen und 0 bis 10 
Heteroatomen und gegebenenfalls Substituenten, insbesondere Hydroxy-, Halogen- Amino- oder 

25 Nitro-Reste, an den 1 bis 26 C-Atomen und/oder 0 bis 10 Heteroatomen. 

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, wobei das alkoholische Substrat ein aromatischer 
Alkohol ist. 

30 17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei der aromatische Alkohol ausgewahlt ist aus der 
Gruppe umfassend Hydrochinon, Vanillin, p-Nitrophenol, B-Naphthol, Thymol, Methoxyphenol, 
Resorcin, Phenol, Hydroxyacetophenon, Niclosamid, Dimethoxymethylhydrochinon, 
Flavonoide, Flavone, Catechol, Catechine, Anthocyanidine, Gallussaure und Tannine. 
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18. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 17, wobei das Kohlenhydrat ausgewahlt ist 
aus der Gruppe umfassend Glucose, Fructose, Galactose, Mannose, Lactose und Maltose. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 18, wobei das Polypeptid in vivo oder in 
vitro auf das alkoholische Substrat und das Kohlenhydrat einwirkt. 

20. Verwendung des nach dem Verfahren nach Anspruch 14 bis 19 hergestellten Glykosids 
in kosmetischen oder pharmazeutischen Zubereitungen. 
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SEQUENZPROTOKOLL 
<110> Henkel KG a A 

<12 0> Neue Glykosyltransf erase , ihre Herstellung und 
Verwendung 

<130> HEN-001 PCT 

<140> xx 

<141> 2000-07-27 



<150> DE 199 35 140 . 6 

15 <151> 1999-07-27 

<160> 7 

<170> Patentln Ver . 2.1 



20 



25 



<210> 1 

<211> 1413 

<212> DNA 

<213> Rauvolfia serpentina 



<400> 1 

atggagcata cacctcacat tgctatggtg cccactccgg gaatgggtca tctgatcccc 60 
ctcgttgagt tcgctaaacg actcgtcctc cgtcacaact ttggcgtcac ttttattatc 120 
ccaaccgatg gacctctccc taaagcacag aagagttttc ttgatgctct tcccgccggc 180 

30 gtaaactatg ttcttcttcc cccggtaagc ttcgacgact tacccgctga tgttaggata 240 
gagacccgta tttgtctcac catcactcgc tctctcccgt ttgttcggga tgccgttaag 300 
actctactcg ccaccaccaa gttagctgct ctagtggtgg atcttttcgg caccgatgca 360 
tttgatgttg caattgagtt caaggtctcc ccttatatct tctatcctac gacggccatg 42 0 
tgcctgtctc ttttctttca cttgcctaag cttgatcaaa tggtgtcctg cgaatataga 480 

35 gacgtcccag aaccattgca gattccagga tgcataccca ttcacgggaa ggattttctt 540 
gacccagctc aggatcgcaa aaatgatgcc tacaaatgcc tccttcacca ggccaagaga 600 
taccggttag ctgagggtat catggtcaac accttcaacg acttggagcc aggaccctta 660 
aaagctttgc aggaggaaga ccagggtaag ccacccgttt atccgatcgg accactcatc 720 
agagcggatt caagcagcaa ggtcgacgac tgtgaatgtt tgaaatggct agatgaccag 7 80 

40 ccacgtgggt cggttctgtt tatttctttc ggaagcggtg gggcagtctc ccataatcag 840 
ttcattgagc tagctttggg attagagatg agcgagcaaa gattcttgtg ggttgtccga 900 



10 



35 
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agcccaaatg ataaaattgc gaatgcaacg tatttcagca ttcaaaatca gaatgatgct 960 
cttgcatatc tgccagaagg attcttggag agaaccaagg ggcgttgtct tttggtcccg 102 0 
tcttgggcgc cgcagactga aattcttagc catggttcca cgggtggatt tctaacccac 1080 
tgcgggtgga actctattct tgagagtgta gttaatgggg tgccgctaat tgcttggcct 114 0 
ctttatgcag agcaaaagat gaacgccgta atgttgacgg agggtcttaa agtggccctg 1200 
aggccaaaag ccggtgaaaa tggcttgata ggccgagtcg agatcgccaa tgccgttaag 1260 
ggcttaatgg agggagagga aggaaagaag ttccgcagca caatgaaaga cctaaaagat 132 0 
gcggcatcga gggcgctaag tgatgacggt tcttcgacaa aagcactcgc tgaattggct 1380 
tgcaagtggg agaacaaaat ttccagtaca taa 1413 



<210> 2 
<211> 470 
<212> PRT 
15 <213> Rauvolfia serpentina 

<400> 2 

Met Glu His Thr Pro His lie Ala Met Val Pro Thr Pro Gly Met Gly 
15 10 15 

20 

His Leu lie Pro Leu Val Glu Phe Ala Lys Arg Leu Val Leu Arg His 
20 25 30 

Asn Phe Gly Val Thr Phe lie lie Pro Thr Asp Gly Pro Leu Pro Lys 
25 35 40 45 

Ala Gin Lys Ser Phe Leu Asp Ala Leu Pro Ala Gly Val Asn Tyr Val 
50 55 60 

30 Leu Leu Pro Pro Val Ser Phe Asp Asp Leu Pro Ala Asp Val Arg lie 
65 70 75 80 

Glu Thr Arg lie Cys Leu Thr lie Thr Arg Ser Leu Pro Phe Val Arg 
85 90 95 



Asp Ala Val Lys Thr Leu Leu Ala Thr Thr Lys Leu Ala Ala Leu Val 
100 105 110 



Val Asp Leu Phe Gly Thr Asp Ala Phe Asp Val Ala lie Glu Phe Lys 
40 115 120 125 
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Val Ser Pro Tyr lie Phe Tyr Pro Thr Thr Ala Met Cys Leu Ser Leu 
130 135 140 

Phe Phe His Leu Pro Lys Leu Asp Gin Met Val Ser Cys Glu Tyr Arg 
5 145 150 155 160 

Asp Val Pro Glu Pro Leu Gin lie Pro Gly Cys lie Pro lie His Gly 
165 170 175 

10 Lys Asp Phe Leu Asp Pro Ala Gin Asp Arg Lys Asn Asp Ala Tyr Lys 
180 185 190 

Cys Leu Leu His Gin Ala Lys Arg Tyr Arg Leu Ala Glu Gly lie Met 
195 200 205 

15 

Val Asn Thr Phe Asn Asp Leu Glu Pro Gly Pro Leu Lys Ala Leu Gin 
210 215 220 

Glu Glu Asp Gin Gly Lys Pro Pro Val Tyr Pro lie Gly Pro Leu lie 
20 225 230 235 240 

Arg Ala Asp Ser Ser Ser Lys Val Asp Asp Cys Glu Cys Leu Lys Trp 
245 250 255 

25 Leu Asp Asp Gin Pro Arg Gly Ser Val Leu Phe He Ser Phe Gly Ser 
260 265 270 

Gly Gly Ala Val Ser His Asn Gin Phe He Glu Leu Ala Leu Gly Leu 
275 280 285 

30 

Glu Met Ser Glu Gin Arg Phe Leu Trp Val Val Arg Ser Pro Asn Asp 
290 295 300 

Lys He Ala Asn Ala Thr Tyr Phe Ser He Gin Asn Gin Asn Asp Ala 
35 305 310 315 320 

Leu Ala Tyr Leu Pro Glu Gly Phe Leu Glu Arg Thr Lys Gly Arg Cys 
325 330 335 



40 Leu Leu Val Pro Ser Trp Ala Pro Gin Thr Glu lie Leu Ser His Gly 
340 345 350 
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Ser Thr Gly Gly Phe 
355 

5 Ser Val Val Asn Gly 
370 

Gin Lys Met Asn Ala 
385 

10 

Arg Pro Lys Ala Gly 
405 

Asn Ala Val Lys Gly 
15 420 

Ser Thr Met Lys Asp 
435 

20 Asp Gly Ser Ser Thr 
450 

Asn Lys lie Ser Ser 
465 

25 



4 

Leu Thr His Cys Gly 
360 

Val Pro Leu lie Ala 
375 

Val Met Leu Thr Glu 
390 

Glu Asn Gly Leu lie 
410 

Leu Met Glu Gly Glu 
425 

Leu Lys Asp Ala Ala 
440 

Lys Ala Leu Ala Glu 
455 

Thr 
470 



Trp Asn Ser lie Leu Glu 
365 

Trp Pro Leu Tyr Ala Glu 
380 

Gly Leu Lys Val Ala Leu 
395 400 

Gly Arg Val Glu lie Ala 
415 

Glu Gly Lys Lys Phe Arg 
430 

Ser Arg Ala Leu Ser Asp 
445 

Leu Ala Cys Lys Trp Glu 
460 



<210> 3 
<211> 27 
30 <212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen 
35 Sequenz : Oligonukleotid 

<220> 

<221> misc_f eature 
<222> (4) 
40 <223> Inosin 
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<220> 

<221> misc_f eature 
<222> (7) 
<223> Inosin 

<220> 

<221> misc^feature 
<222> (10) 
<223> Inosin 

<400> 3 

rtangcnarn gcrtcrttyt grttytg 



15 <210> 4 
<211> 29 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



20 <220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen 
Sequenz : Oligonukleotid 



<220> 

25 <221> mi sc__f eature 

<222> (6) 

<223> Inosin 



<220> 

30 <221> misc_f eature 
<222> (9) 
<223> Inosin 



<220> 

35 <221> misc_feature 
<222> (12) 
<223> Inosin 



40 



<220> 

<221> misc__f eature 
<222> (18) 
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10 



20 



<223> Inosin 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (27) 
<223> Any 

<400> 4 

taymgnytng cngarggnat hatggtnaa 2 9 



<210> 5 

<211> 29 

<212> DNA 

15 <213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen 
Sequenz : Oligonukleotid 



<400> 5 

gactctcgag ttatgtactg gaaattttg 29 



25 <210> 6 
<211> 26 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

30 <220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen 
Sequenz .-Oligonukleotid 

<400> 6 

35 cgaaaccatg gagcatacac ctcaca 26 



<210> 7 

<211> 30 

40 <212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
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7 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinst lichen 
Sequenz : Oligonukleotid 

<400> 7 

cttcgagatc ttgtactgga aattttgttc 



10 



